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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
コレステロールや中性脂肪 はリポタンパ ク質の形で血中を輸送され る。 リポタンパ
.ク質表面にはアポリポタンパ ク質が存在 し、 このアポリポタンパク質が細胞表面のレ
セプター と結合することで リポタンパク質は細胞内に取 り込まれ、代謝され る。主要
なアポリポタンパク質のひ とっであるアポEは、肝臓 と共 に脳のアス トロサイ トに高
く発現 し、脳内の コレステロール輸送を担 うと考えられている。ヒトアポEはE2、E3、
E4の3つの表現型が存在す る。 これ らの3つ のアポEの うち、アポE4は晩年発症型の
家族性 アルツハイマー病や弧発型アルツハイマー病 と強い遺伝子 リンケージが明 らか
にされている。本学遺伝子実験施設では、 アポEを豊富に含むβ一超低密度 リポ タンパ
ク質(VLDL)牽細胞 内に取 り込む機能 を持つ新規 レセプター として、VLDLレセ プター
とアポEレセプター2(ApoER2)さらにLRP5(LDLreceptorrelatedprotein5)をcDNA
クローニングにより単離 し、ノックアウ ト(K.0.)マウスの作製 ・解析 によ り生理的機
能を明 らかにしてきた。
ApoER2は脳 に高 く発現 し、最 も構造 と機能が明 らかにされているタンパ クのひ と
つである低密度 リポタンパク質(LDL)レセプター と同様 に、 リガン ド結合 ドメイ ン、
EGF前駆体相同 ドメイン、0一結合糖 ドメイン、細胞膜貫通 ドメイン、細胞質 ドメイン
の5つの機能 ドメインで構成 されてい る。 アポリポタンパ ク質 を認識 して結合す る機
能を持っ リガ ンド結合 ドメインは、 ヒ トApoER2では、LDLレセプター同様 に7回、マ
ウスでは8回の繰 り返 し配列 を持つ。また、 レセプターが細胞膜上のコーテ ッ ドピッ
ト等の特定部位に局在するために必要な細胞質 ドメインに、ApoER2には他 のレセプ
ターには見 られない59アミノ酸か らなる挿入配列が存在 している。さらに、ApoER2
は、選択的スプライシングによ り、繰 り返 し配列の数が異なる分子種、挿入配列の無
い分子種が転写されていることが示 された。本研究では、ApoER2とアポEの 親和性
を明らかにすることを第1の 目的 とした。
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LRP5は、L肌Rの 様 な典型的な ドメイン構造 は持たないが、LDLレセ プターファミ
リーに共通 して保存され るモチー フを持っLDLR類似 タンパ クである。LRP5は、肝臓
に発現 し、アポEを認識することか ら、食事由来の コレステロールの代謝を担 うこと
が示唆されてきた。 これを明 らかにするために、LRP5K.0.マウスが作製 され、LRP5
はカイロミクロンレムナン トレセプターとして機能することが示された。本研究では、
生体でのLRP5とアポEの関わ りを明らかにすることを第2の 目的 とした。
第2章 アポEの精製
ApoER2の機能を解析す るためには、 リガンドとなるアポE2、E3とE4が大量 に必
要 となる。そ こで、3つ の表現型のアポEを発現 させ るプラス ミドを構築 し、大腸菌
か ら組換え体アポEを精製 した。
従来、血中か らのアポE精製で用 いられていたヘパ リンSepharoseとDEAESephacel
によるカラムクロマ トグラフィーのみでは、大腸菌か らアポEを純化す ることはでき
ず、 さらにOctylSepharoseを用い る事で、3つ のアポEを純化 した(Fig.1)。アポEは
34kDaの単一 タンパ クとして精製 され、アポE抗体を用 いた免疫 プロッティングによ
り、アポEであることが確認された(Fig.2)。
組換え体 アポEが天然 のもの と同じ性質であることを確かめるために、LDLRに結
合するβ一VLDLとの競合阻害実験 を行った。1251で標識 したβ一VLDLに対 して、組換 え体
アポEをDMPCリボソームに組込み、競合基質 として用 いた。 また コン トロール とし
て、非標識のβ一VLDLを用いた。その結果、アポE3とE4はmLRと高親和性を持つの
に対 し、アポE2はLDLRへの親和性が著 しく低かった(Fig.3)。これ らの結果か ら、組
換 え体 アポEが 天然のもとほぼ同じ性質であることが示 された。
第3章ApoER2と アポEの 親和性の解析
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ア ポE2、E3とE4を組 み 込 ん だ1251-VLDLをリガ ン ド と して 、ApoER2との結 合 実験
を行 った 。 アポE3と ア ポE4は 、ApoER2に高 い親 和 性 を示 した 。 ア ポE2はア ポE3
やE4の結 合量 に比 べ 、 約30%と 低 い結 合 を示 した が 、 有 意 な結 合 を持 っ こ とが 示 され
た(Fig.4)o
完全 長 のApoER2、繰 り返 し配 列4-7の欠 損 した 分 子 種 、59ア ミ ノ酸 挿 入 配 列 を 欠
損 した分子 種 、繰 り返 し配 列4-7と挿 入 配 列 の両 方 を欠 損 した分 子 種 を 、LDLレセ プ タ
ー を欠損 したCHO細 胞(1dZA-7細胞)に発 現 させ 、1251一β一VLDLの結 合 実 験 を行 った 。 挿
入 配 列 を欠損 した2つ の 分 子 種 は リガ ン ドの最 大 結 合 量 が増 加 し、挿 入 配列 の有 無 が 、
ApoER2の安 定 性 に関 わ る可 能 性 が 示 され た(Fig.5)。さ ら に この デ ー タ をス キ ャ ッチ
ャー ド解 析 して、Kd値 を 求 め た 。ApoER2のすべ て の 分 子 種 のKd値 は約0.8μg/mlで
あ った(Tabl俘.1)。
さ らに、 マ ウ スApoER2の分 子 種 の解 析 を行 った 。8個 の繰 り返 し配 列 を持 っ 完 全 長
の 分 子 種 、繰 り返 し配 列8を 持 た な い 分 子 種 、』繰 り返 し配 列4-6を持 た な い分 子 種 、繰
り返 し配 列4-6と8を持 た な い 分 子 種 を1d1:A-7細胞 に発 現 させ 、1251一β一VLDLとの結 合 実
験 を行 った(Fig.5)。この 結 果 を ス キ ャ ッチ ャー ド解 析 した とこ ろ(Table.2)、コ ン トロ
ー ル の ヒ トApoER2のKd値0.82μg/mlに対 し、ApoER2△(4-6、8)と△(4-6)では、Kd
値 が2.23と1.88に増加 し、 繰 り返 し配 列4-6を欠 損 す る とβ一VLDLに対 す る親 和 性 が著
し く低 下 した 。 また 、7個 の 繰 り返 し配 列 を 持 つ マ ウスApoER2と8個の 配 列 を持 つ
ApoER2のKd値は、 ほ ぼ 同 じで あ った 。
第4章 生体でのLRP5とアポEの 関わ り
LRP5の機 能 を さ らに詳 細 に明 らか に す るた め に、 リガ ン ドで あ る ア ポEを 欠損 す る
マ ウス と交配 させ 、 ア ポEとLRP5を共 に欠 損 す るダ ブル ノ ッ クア ウ ト(D.K.0.)マウス
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を作 製 した 。 アポEK.0.マ ウス とLRP5K.0.マウス を交 配 させ 、 ア ポEとLRP5そ れ
ぞれ が ヘ テ ロで あ るFlを作 製 した 。 さ らにFl同士 を交 配 させ 、生 まれ た マ ウス で あ る
F2の遺 伝 子 型 を解 析 した(Table.3)。F2では、 ア ポEとLRP5遺 伝 子 を欠 損 した マ ウス
は共 に メ ン デ ル の 法 則 に従 っ た頻 度 で 出 現 した 。 この 結 果 よ り、 ア ポEとLRP5遺 伝
子 が 共 に欠 損 して も、 発 生 や 胎 児 の成 長 にな ん の 影 響 も あ た え な い こ とが示 さ れ た 。
また 、D.K.0.マウ スの 成 長 や 外 観 、繁 殖 は正 常 マ ウス とほ とん ど変 わ らな か った 。
マ ウ ス の成 長 に伴 う血 中 コ レス テ ロ ー ル の 変 化 を解 析 した(Fig.7)。そ の結 果 、4カ
月齢 を超 え る と、D.K.0.マウス の血 中 コ レス テ ロ ール 値 は ア ポE単 独K.0.マウス と比
較 して1.5倍か ら2倍 と有 意 に増 加 した 。
さ らに 、 各 リポ タ ンパ ク質 中 の コ レス テ ロ ー ル と トリ グ リセ リ ド値 をHPLCを用 い
て解 析 した 。4カ 月齢 のLRP5K.0.マウ ス の リ ポ タ ンパ ク質 プ ロ フ ァイ ル は野 生 型 と
ほ とん ど差 は な か っ た が 、 ア ポEK.0.マ ウ ス とD.K.0.マウ ス で は共 にVLDLとLDL
の コ レス テ ロ ー ル量 が 増 加 した 。特 に、D.K.0.マウ ス で 顕著 で あ っ た(Fig,8)。
各 リポ タ ンパ ク画 分 の コ レス テ ロー ル 量 は 、 ア ポEK.0.マ ウ ス とD.K.0.マウス で
は、VLDLとLDL分画 の コ レス テ ロー ル量 が有 意 に増 えて い る こ とが 示 され た(胎ble.4)。
また、HDL中 の コ レス テ ロー ル は ア ポEK.0.マ ウ ス 、D.K.0.マウス で約2分 の1に
減 少 して い た 。 トリグ リセ リ ド量 は、 そ れ ぞ れ の マ ウス 間 に大 きな違 い は なか っ た。
全 リポ タ ンパ ク画 分 の ア ポ リポ タ ンパ ク質 をSDS-PAGE』に よ り分 離 し、解 析 した 。
LRP5K.0.マウ スで は、野 生 型 と比 べ て ほ とん ど変 化 が 見 られ なか った が 、ア ポEK.0.
マ ウス とD.K.0.マウ スで は ア ポB-48が顕著 に増 加 して い る こ とが 示 され た。 また 、 ア
ポA-IVも増 加 して いた 。 しか し、 ア ポEK.0。マ ウス とD.K.0.マウ ス間 で は ア ポ リポ
タ ンパ ク質 に は ほ とん ど差 が 見 られ なか った(Fig.9)。
次 に 、 脂 肪 負 荷 テ ス ト(Fattolerancetest)を行 っ た 。 脂 肪 負 荷 テ ス トは マ ウス にオ
リー ブ オ イ ル を経 口投 与 した後 、継 時 的 に採 血 し、 血 中 の ト リグ リセ リ ド量 を測 定 し
た、LRP5K。0.マウス とD.K.0.マウス で は、 オ リー ブオ イ ル 投 与後 、6時 間 で は血 中
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トリグ リセ リ ドの 減 少 が 見 られ ず 、6時 間 後 のLRP5K.0.マウ ス とD.K.0.マウス の血
中 トリ グ リセ リ ド値 は 、 ア ポEK.0.マ ウ ス と比 較 して 、 顕 著 に高 い こ とが示 され た
(Fig.lo)。また、 す べ て の マ ウス は、 血 中 トリグ リセ リ ド値 が 投与 後2時 間 で ほぼ 同量
の増 加 を示 す こ とか ら、 小 腸 か らの吸 収 に違 いが な い こ とが 示 唆 され た。
HPLCを用 い て 各 リポ タ ンパ ク分 画 の トリ グ リセ リ ド量 を比 較 した 。 オ リー ブオ イ
ル 投与 後6時 間 で 、VLDL画分 の ト リグ リセ リ ド量 がLRP5K.0.マウス とD.K.0.マウ
ス で顕 著 に増 加 して い た(Fig.11)。以上 の結 果 よ り、LRP5K.o.マウス で は血 中のvLDL
画 分 の トリグ リセ リ ドの 除去 に 障害 が あ る こ とが示 され た。
ア ポEK.0.マウス とD.K.0.マウス の動 脈 硬 化 巣 の解 析 を 行 った 。4ヶ 月 齢 と6ヶ 月
齢 の ア ポEK.0.マ ウ ス とD.K。0.マウ ス の大 動脈 を摘 出 し、 ホル マ リ ン固 定後 、 オ イ
ル レ ッ ドoで 染 色 した 。そ の結 果 、動 脈 硬 化 巣 に蓄 積 した脂 質 が 赤 く染 色 され た(Fig.12
A)。6ヶ月 齢 で 、D.K.0.マウス の 動 脈 硬 化 巣 が ア ポEK.0.マ ウス に比 べ て 約3倍 増 加
して いた(Fig.12B)。
さ らに、 動 脈 硬 化 巣 を病 理 解 析 した。6カ 月 齢 の ア ポEK.0.マ ウ ス の 内膜 肥 厚 病
変 で は弾 性 板 は保 た れ て い るの に 対 し(Fig.12c)、6カ月齢 のD.K.o.マウス で は、 弾
性 板 の破 壊 を伴 っ た 内 膜 肥 厚 病 変 が 見 られ た(Fig.12D)。さ ら に、 内 膜 肥 厚 部 で 、 コ
レス テ ロ ー ル結 晶 、 マ ク ロ フ ァー ジ 、 繊 維 芽 細 胞 が観 察 され(Fig.12E)、内膜 肥 厚 部
で オ イ ル レ ッ ドーoによ り染 色 され た脂 肪 の沈 着 が 認 め られ た(Fig.12F)。この よ うに、
病 理解 析 の結 果 で も、D.K.0.マウ スで は動 脈 硬 化 巣 の形 成 が進 行 して い る こ とが確 か
め られ た。
第5章 結論
ApoER2はア ポE2、E3、E4す べ て と結 合 す るが 、 ア ポE2と の 親 和 性 は低 い こ とが
明 らか に な った 。 また 、 ヒ トApoER2のリガ ン ド結 合 ドメ イ ン中 の繰 り返 し配 列4-7と
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細胞質 ドメイ ンの59アミノ酸挿入配列 はアポEと の親和性 に影響ないことが明 らかに
なった。一方、マ ウスApoER2の繰 り返 し配列4-6がない分子種では、アポEと の親和
性が下が ることが明 らかになった。
LRP5とアポEを 共 に欠損 したマウスの解析か ら、LRP5とアポEを 共に欠損 したマ
ウスは、 アポE単 独 を欠損 したマウスよりも著 しい高脂血症にな り、動脈硬化巣の形
成が加速す ることが明らかになった。 また、LRP5による血中 トリグリセ リドの除去
はデポEの 有無 に関係がな く、LRP5により担われ るアポE非 依存性の脂質代謝径路
の存在が示唆 された。
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Table.4Plasmacholesterolprofilesinmicew吐hdif『er帥tgenotypes
Genotype CM-C(mg/dl)VLDL-C(mg/dl)LDL-C(mg/dQHDL-C(mg/dl)
ApoE(+ノ←》LRP5(+御》
ApoE(4」)LRP5(+揮》
ApoE(+ノ」←}LRP5(・ノ」》
ApoE(4L》巳一RP5(國み)
0.10ｱ0.12
0.16ｱ0.08
0.03ｱ0.02
0.12+0.05
2.26凶28
180.81ｱ35.00
3.58ｱ0.40
244.5ｱ24.01
4.59-1.05
145.03ｱ6.98
6.11ｱ1.01
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論 文 審 査 結 果 要 旨
アポEは コレステロールや中働 旨肪 の血中での輸送体である リポタンパ ク質の表面 に存在するアポ リ
ポ タンパ ク質のひ とつで,リ ポタンパ ク質が代謝 される際に細胞表面の レセプター と結合する役割 を持つ。
また,ApoER2(アポEレ セプター2)とLRP5(LD払receptorrelatedprotein5)がアポEを 認
識結合す る新規 レセプターとしてクローニ ング された。本研究 は,こ れ らの レセプターの脂質代謝 にお
ける生 理的役割 を明 らかにするこ とを目的 とした ものであ る。
ApoER2は脳で最 も高 く発現 してお り.,脳の コレステロール輸送 を担 うと予想 されていた。本研 究で
はApoER2とアポEの3つ の表現型E2,E3,E4の 親和性 を解析 し,ApoER2はE3,E4と と も
に,LDLR(LDLレ セプター)に は全 く結合 しないE2に 対 して も親和性 を持つ ことを明 らかに した。
また,選択 的スプライシングによって生成 される ヒ トとマウスの様 々なApoER2分子種のアポEと の親
和性 を解析 した。 ヒ トApoER2のすべ ての分子種 はアポEに 対 して高 い親和性 を有す ることを明 らか
に し,Ap・ER2細 胞質 ドメイ ンの挿入配列 が レセ プ ターの安定性 に関 わる可 能性 を示 した。マ ウス
ApoER2はリガン ド結合 ドメイ ンの繰 り返 し配列4-6の 欠損 によりアポEと の親和性が著 しく低 下す
ることを明 らかに した。
LRP5は肝臓 に発現 し,カ イロ ミクロ ンレセ プター として機能するこ とが示 されてい る。本研究では
生体 でのLRP5と アポEの 関わ りを明 らかにす るためにLRP5と アポEを 欠損 したD.K.0.(ダブル
ノ ックアウ ト)マ ウスを作 製,解 析 している。LRP5と アポEを ヘテ ロに欠損 したマウス を交配 させ,
生 まれたマ ウスの遺伝子 を解析 し,D.K.0.マウスは メンデ ルの法則 に従 って 出現す る ことを示 し,
LRP5とアポEを 共 に欠損 して も発生 や胎児の成長 に影響 をあたえない ことを明 らか に した。D.K.0.
マ ウスの成長に伴 う血 中コレステロールの変化 とリポタンパ ク質プロファイルを解析 し,D.KO.マウス
はアポEノ ックア ウ トマ ウス よ りも顕著な高 コレステロール血症 を呈 し,こ れがVLDLとmL画 分の
コレステロール増加 によることを示 した。D,K。0.マウスの脂肪負荷 試験 を行 い,LRP5欠 損マ ウスは
アポEの 有無 に関係 な く血 中か らの トリグ リセ リ ドの除去が遅れ ることを示 し,LRP5に より担 われ る
アポE非 依存性の脂質代謝径路の存在 を示唆 した。DこK.0.マウスの動脈硬化病変の解析 を行い,D.K:.
0.マウスの顕著な高 コレステロール血症に ともなって動脈硬化巣 の形成が促進されることを明 らかに した。
本研究 は,・生体での脂質代 謝 におけるアポEとApoER2,LRP5の 役割 を明 らかにす.るとともに,
LRP5がアポEを 介 したレセプター としての働 き以外の脂 質代謝経路 を担 っていることを示唆 した。こ
れ らの成果は高脂血症や動脈硬化な どの脂質代 謝異常 に伴 う成人病 を理解す る上で重 要な基礎的知見 で
あ る。 よって,審 査員一同は,本 論文 の著者が博士(農 学)の 学位 を授与 され るに十分の資格 を有す る
もの と判定 した。
一342一
